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RESUMEN 

Haliotis sp. es un molusco de alto valor comercial y facilmente vulnerable a la pesca 
extractiva, lo que ha provocado disminucion en sus capturas a 8,7mil toneladas metricas (mtm). 
Esta cifra se contrasta con el cultivo intensivo, que representa a nivel mundial 40,836 mtm. En 
Chile y Mexico, la acuacultura ha tenido un crecimiento anual sostenido del 16%, siendo los 
moluscos un aporte significativo a la industria alimentaria de estos paises. Dentro del grupo de 
los gasteropodos, la principal especie de cultivo es el Abulon rojo (Haliotis rufescens) la cual 
credo en los ultimos 10 anos en un 95%, llegando a una produccion de 897 tm en esta region. 
La disminucion de poblaciones nativas por la ecologia propia de la especie, presion de 
comercializacion, malas practicas de pesca, globalizacion de cultivo, movimiento de semilla y 
reproductores y alta demanda del producto por el mercado asiatico, avala la busqueda de 
tecnologias alternativas para el seguimiento de poblaciones naturales y de cultivo. La 
busqueda de modelos para la trazabilidad del Abulon rojo, hace inminente la utilizacion de 
herramientas biotecnologicas como los marcadores moleculares, que permitiran determinar la 
autenticidad de origen; control y erradicacion de enfermedades; proteccion y bioseguridad de 
poblaciones naturales; aseguramiento de marketing para producciones comerciales y 
organicas. De esta manera se pretende visualizar formas eficientes y confiables de evaluar la 
trazabilidad de especies acuaticas, permitiendo el cumplimiento de las regulaciones 
internacionales de inocuidad alimentaria, que son factores determinantes en la busqueda de la 
nueva acuacultura. 

En este trabajo se hace un analisis del componente molecular, relacionando a modelos 
de trazabilidad para la acuacultura, herramientas geneticas para estos modelos y posibles 
areas de desarrollo tecnologico no solo para Haliotis rufescens, sino para otras especies 
acuaticas de interes comercial. 

Palabras Claves.- Trazabilidad, Haliotis rufescens, marcadores moleculares, SSR - EST. 


ABSTRACT 

Haliotis sp. is a commercially valuable shellfish and easily vulnerable to fishing and 
quarrying, which has led to decline in their catch to 8700 metric tons. This figure contrasts with 
intensive cultivation, which represents 40836 mt worldwide. In Chile and Mexico, aquaculture 
has had a sustained annual growth of 16%, and shellfish contribute significantly to the food 
industry in these countries. Within the group of gastropods, the main crop species is the red 
abalone (Haliotis rufescens) which grew in the last 10 years by 95%, reaching a production of 
897 tonnes in this region. The decline of native populations in the ecology of the species, 
market pressure, poor fishing practices, globalization of culture, movement of seed and 
broodstock and high product demand in the Asian market, supports the search for alternative 
technologies for monitoring of natural and cultivated populations. The search for models to trace 
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the red abalone, urgent to use biotechnology tools such as molecular markers that will identify 
the authenticity of origin, control and eradication, protection and biosecurity of natural 
populations of marketing insurance to commercial production and organic. This approach is 
intended to display efficient and reliable ways to assess the traceability of aquatic species, 
allowing compliance with international food safety regulations, which are determining factors in 
the search for new aquaculture. 

In this paper a molecular component analysis, relating to traceability models for 
aquaculture, genetic tools for these models and possible areas of technological development 
not only for Haliotis rufescens, but for other aquatic species of commercial interest. 

Keywords.- Traceability, Haliotis rufescens, molecular markers, SSR - EST. 


1. INTRODUCCION 

Haliotis sp. es una de la especies principales en el cultivo Acufcola de Chile y Mexico. 
A diciembre del 2008 se produjeron 897tm aproximadamente, con un valor sobre los 35 
millones de dolares (FAO,2008). En el 2002 la Union Europea emite una regulacion con el fin 
de identificar el nombre comercial, nombre cientffico, origen, metodo de produccion (captura 6 
cultivo) para todo los productos alimenticios, asf como los de pesca y acuacultura. En este 
contexto, Chile ha alcanzado un importante desarrollo en las exportaciones de alimento y en 
especial agricolas, llegando a 3,82 mil millones dolares al 2007. En el caso de los EEUU, 
como consecuencia al suceso del 11 de septiembre, en el 2005, emite su regulacion US 
Bioterrorism Act, donde se requiere que todo alimento y cadena alimenticia sea trazable, 
desde la identificacion basada en caracterfsticas morfologicas y organolepticas hasta el 
proceso de elaboracion de productos. Ademas, los incentivos financieros promovieron la 
sustitucion de especies de alto valor comercial, como el Abulon rojo, por el loco chileno en el 
mercado Chino, 6 bien el Abulon verde (Haliotis discus hanai) por el hfbrido de Abulon en el 
mercado Japones. (Jacques 2007; Jacquet, 2008) 

La falta de herramientas eficientes y confiables para el perfeccionamiento de 
trazabilidad y seguridad alimentaria de productos acuaticos impide que las regulaciones 
ambientales, de inocuidad alimentaria y eco-decisiones de los consumidores sean efectivas. 
La estrategia eficaz de trazabilidad mas adecuado y rentable para una industria en particular, 
dependera en gran medida de la organizacion de esa industria, por ejemplo, el grado de 
registro en la transferencia de peces, huevos y larvas entre niveles. (Hastein et al., 2001) 

Existen varios pafses, entre ellos Tailandia , con un crecimiento importante en la 
acuacultura en los ultimos 10 anos, y que ha implementado algunos programas para la 
sostenibilidad de la industria acufcola exportable como son: buenas practicas de Acuicultura 
(BPA), Codigo de Conducta para el cultivo sostenible del camaron (CoC), el Programa Nacional 
de Control de Residuos (NRCP) para el control de cloranfenicol y nitrofuranos, el movimiento 
de documentos obligatorios desde los criaderos y granjas a traves de plantas de proceso para 
garantizar el seguimiento eficaz de los productos terminados (DM), buenas practicas de 
fabricacion (BPF), el analisis de peligros y puntos crfticos dentro del proceso (HACCP) y por 
ultimo la implementacion de un sistema de trazabilidad "TraceShrimp", involucrando el 
intercambio de informacion de las fabricas de alimentacion, a traves de la agricultura, 
proveedores, centros de transformacion, y productos terminados. (Borresen, 2008; Liao et al., 
2009; Jiang, 2010) 

De esta manera, la busqueda de modelos y utilizacion de herramientas para la 
trazabilidad de productos acuaticos, para pafses como Chile y Mexico y en especial para la 
produccion del Abulon rojo, hace inminente el empleo de herramientas biotecnologicas como 
los marcadores moleculares, que permitiran determinar la autenticidad de origen de 
poblaciones naturales y cultivo; control y erradicacion de enfermedades; proteccion y 
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bioseguridad de poblaciones naturales y el aseguramiento de marketing para producciones 
comerciales y organicas. 

Dentro de las nuevas estrategias del cultivo del Abulon, deben contemplarse las nuevas 
tendencias hacia el cumplimiento de acuacultura sostenible y sustentable, regulados por la 
Aquaculture Stewardship Counsil, los mismos que empezaran a operar en el 2011 
(www.worldwidelife.org/abalonedialoque) . Dentro de ellos se contemplan las limitaciones a la 
manipulacion genetica y operacion del producto .Estos nuevos requerimientos internacionales, 
ayudaran a minimizar el impacto ambiental y social, relacionado al cultivo del Abulon y otras 
especies acuaticas. 

El presente trabajo busca un aporte de informacion relevante al uso de herramientas 
moleculares en la trazabilidad de productos acuaticos como el Haliotis rufescens, asi como la 
oportunidad de desarrollar nuevas investigaciones para la sostenibilidad de esta especie. 

2. TRAZABILIDAD 

ISO (Internacional Organization For Standardization) define trazabilidad como “la 
habilidad de rastrear la historia, aplicacion 6 lugar el cual esta bajo consideracion” y 
“trazabilidad es una serie de registro de identificaciones”. La trazabilidad es definida por el 
Codex Alimentarius como “rastreo hacia delante 6 hacia atras mediante registros electronicos 
6 documentados” (Golan et al., 2005). La Organizacion Mundial de Comercio (World Trade 
Organization) requiere que la trazabilidad al ser utilizada por un pais como constante 
importante debe ser justificada cientificamente y homologada con los estandares locales 
aplicados en cada pais. Sparks (2002) define trazabilidad como “La habilidad de seguir y 
documentar el origen e historia de un producto alimenticio, desde su genetica basica hasta la 
mesa, el rastreo abarca la identificacion de toda practica y procedimiento que han impactado la 
vida de un producto dado, y es documentado y se encuentra disponible para el comprador 6 
cualquier participante de la cadena de distribucion. Saunders (2004), indica que las fortalezas 
de la identificacion de animales vivos criados en encierro son: (1) Proteccion de los animales 
vivos de criadero nacionales-prevencion de enfermedades y bioterrorismo, asi como asegurar 
un control y limitar los danos. (2) Promueve la confidencialidad del consumidor-asegurando la 
entrada al mercado global y la entrega de promesa de marca via un aseguramiento adicional y 
la autenticidad del manejo. (3) Valor agregado como beneficio en el manejo de la cadena de 
distribucion creado por el uso de genetica, origen de la produccion, insumos 6 metodologia de 
produccion. 

3. SISTEMAS DE TRAZABILIDAD 

Dentro de los sistemas de trazabilidad utilizados actualmente se tienen: microchips de 
radiofrecuencia, codigos de barras, scanner de retina y DNA fingerprints. Mediante el uso de 
tecnologia de DNA los sistemas de trazabilidad se vuelven menos complejos y mas 
economicos con respecto al uso de etiquetas y codigo de barras los cuales ademas de su 
complejidad se encuentran limitados en precision y costo. Varias tecnologias han sido 
desarrolladas en la busqueda de herramientas efectivas. Turchini et al., (2009) aborda esta 
cuestion en estudios con bacalao de cultivo intensivo de diferentes fincas (recirculacion, jaulas 
flotantes) en diferentes areas geograficas, utilizando una combinacion de isotopos estables, en 
particular el delta C-13 y delta N-15 en dietas comerciales, y el delta S-18 en peces vinculados 
a fuente de aguas especificas. Asi, la combinacion de estos isotopos puede diferenciar peces 
de varios origenes. Otras tecnicas como analisis proximales de tejidos entre muestras 
silvestres y de cultivo no son tan informativas y discriminatorias, ademas los sistemas de DNA 
utilizan el propio DNA del animal con codigo identificador tanto para este, como de los 
productos derivados de este, permitiendo una trazabilidad del 100%. (IdentiGEN 2004) 
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4. TRAZABILIDAD PARA LA AUTENTICIDAD DE ORIGEN 

En la acuacultura, existen varios avarices en analisis de autenticidad de especies 
marinas incluyendo tecnicas bioquimicas, DNA fingerprinting y assays. Existe de igual manera 
un banco de datos en construccion para catalogar la genetica molecular de diferentes 
alimentos de origen marino, estas tecnicas son relativamente economicas requieren de 
tecnologias complejas y recurso humano calificado, lo cual no es una realidad en los paises en 
vias de desarrollo de donde proviene la mayor parte del alimento de origen marino, por lo que 
mientras estos paises sean economicamente y politicamente viables, la trazabilidad se vuelve 
un componente imprescindible en el mercado internacional. 

5. TRAZABILIDAD PARA LA PREVENCION Y CONTROL DE 

ENFERMEDADES. 

Bailey (2004) reporta el primer esfuerzo del gobierno de Estados Unidos para un 
programa nacional de identificacion de especies llamado NIWP (Nacional Identification Work 
Plan) este programa inicia su formacion en abril de 2002 con mas de 30 diferentes 
asociaciones de produccion animal y coordinadas por el Instituto Nacional de Agricultura 
Animal de los Estados Unidos (NIAA), el programa fue aceptado en 2002 por US Animal Health 
Association (USAHA). 

6. MARCADORES MOLECULARES COMO HERRAMIENTA DE 

TRAZABILIDAD EN ABALON 

Los programas de seleccion y mejoramiento genetico son procesos redituables tanto 
para actividades agricolas como pecuarias (Perez & Ortiz, 2005). En Chile y Mexico se han 
implementando programas de seleccion en crecimiento y supervivencia mediante esquemas 
basados en seleccion masal o familiar (Winkler et al., 201 0). 

El Abulon rojo es una especie historica de alto valor comercial y por la disminucion en 
las pesquerias y el aumento en el valor de mercado ha inspirado numerosos esfuerzos en su 
cultivo. Argue y Alcivar (2002) indican, que hay falta de informacion sobre genes responsables 
de caracteres economicos como crecimiento y tolerancia y/o resistencia a virus en varias 
especies acuaticas. Esta informacion permitira el entendimiento de la ubicacion de loci de 
caracteres cuantitativos (QTL) en mapas geneticos lo cual puede ser utilizado para seleccion 
asistida con marcadores moleculares y la clonacion de genes responsables de dichos rasgos. 
El conocimiento de estos rasgos, seran elementos claves para procesos de trazabilidad en la 
industria del Abulon rojo. 

7. MODELOS DE TRAZABILIDAD PARA PRODUCTOS ACUATICOS. 

Dentro de las cadenas de suministros alimenticios, para simular y optimizar las 
actividades dentro de los procesos, los modelos matematicos cumplen un real desafio para la 
distribucion, planificacion y manejo optimo de las materias primas que se utilizan ampliamente. 
Sin embargo, el modelado basado en una vision holistica de la cadena incluyendo a varios de 
los agentes de la cadena de suministro es menos estudiado, y los aspectos relacionados con 
los alimentos tales como la calidad y vida util no son tornados en consideracion. 
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Figura 1 Modelo de la cadena alimenticia para productos pesqueros en Dinamarca 

(Jensen et al. , 2010). 


En la industria pesquera el valor anadido cumple un rol fundamental para mejorar los 
ingresos y permitir la rentabilidad en la industria, ademas de considerar aspectos claves dentro 
del proceso productivo como la perecibilidad del producto, en momentos especificos de la 
cadena. El comportamiento de las cadenas productivas en productos pesqueros, estan 
claramente definidos por dos actores: productores y consumidores. Estos dos actores 
permitiran que el desarrollo de los procesos productivos se comporte de cierta manera. Sin 
embargo los productos pesqueros, requieren de un seguimiento mas eficiente y rapido para 
determinar su estado de calidad y vida util. Por supuesto los requerimientos de certificacion de 
origen y manejo de certificaciones en los procesos con estandares internacionales seran un 
requisito particular. (Borresen et al., 2008) 

En resumen las cadenas de suministro en la industria pesquera se caracterizan por la 
incertidumbre del suministro de las materias primas, que pueden ser los productos pesqueros 
de bancos naturales o de cultivo. Ademas la comercializacion, en donde la entrega del 
producto de primera mano, a menudo se utiliza para equilibrar la balanza entre la oferta y 
demanda, provoca por lo general, la mezcla de lotes, calidad del producto, mezcla de especies, 
generando que el producto real, no llegue a su destino final acorde a las exigencias de la 
demanda especffica. 

Los compradores probablemente tambien estaran interesados en otros atributos de 
estos productos como el respeto al medio ambiente o el gusto. El desarrollo de mercados para 
mejorar la seguridad, y otros atributos de calidad, requiere una certificacion efectiva, 
seguimiento de estos atributos y comunicacion a los compradores. Varios desaffos deben 
cumplir los procesos de seguimiento de los productos alimenticios. (Caswell et al., 2006) 
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Por este motivo modelos matematicos que permitan conocer el flujo del proceso con las 
respectivas predicciones sobre la calidad del producto, ubicacion de la materia prima, tiempo 
de vida util y en su conjunto, acoplado a una tecnica eficiente, de bajo costo y disponible por 
los agentes consumidores (mercado), buscaria la estandarizacion de metodologfa cuantitativas 
y cualitativas dentro de la trazabilidad de productos acuaticos. 

En la industria de peces marinos, los aspectos mas relevantes relacionados al 
mantenimiento de calidad y en especial por manejo de materias primas para piensos 
comerciales, tendran una incidencia directa en la trazabilidad del producto a ser procesado. 
(Wood et al., 2002). Bajo estos modelos, existen varias propuestas con marcadores geneticos 
tipo microsatellites y SNP's. Hayes et al., (2005) propone tres estrategias de seguimiento de 
productos acuicolas especificamente en salmon del atlantico, enmarcados en lo siguiente: 1) 
FIS, emparenta miento total de las poblaciones y seguimiento de toda la cadena. 2) PAR, 
seguimiento solo a los padrotes y 3) GRANPA. Seguimiento a los padrotes de origen (abuelos). 



Figura 2 Modelo de simulacion de marcadores moleculares para una estructura 
poblacional en el cultivo del Salmon del Atlantico. 


En el modelo de simulacion de marcadores moleculares en una poblacion comercial, se 
presenta dos nucleos poblacionales, con dos reproducciones y 50 operaciones comerciales. 50 
machos y 60 hembras seleccionadas de cada nucleo, para multiplicar cada linea, y 300 
machos y 600 hembras fueron seleccionados de cada reproduccion para el desarrollo de 12000 
peces comerciales, y un code de 240 peces por cada 50 operaciones comerciales. (Hayes et 
al., 2005). 

Bajo esta propuesta se mencionan que la confiabilidad para asignar un correcto numero 
de marcadores y hacer el seguimiento segun las estrategias formuladas, dependera del 
numero de loci amplificados y la diversidad alelica y esto dado, por el numero de alelos y la 
distribucion de sus frecuencias. 
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Figura 3 Estrategia FS. Correcta asignacion del numero de microsatelites en funcion del tamano 
de la muestra, en 50 operaciones comerciales. (Hayes et al., 2005). 



Figura 4 Estrategia FS. Correcta asignacion del numero de SNP en funcion del tamano 
de la muestra, en 50 operaciones comerciales. (Hayes et al., 2005). 
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Figura 5 Proporcion de asignacion correcta para la toma de decisiones PAR y GRAND 
con marcadores SSR y SNP. (Hayes et al., 2005). 


Relative genotyping costs required to achieve >0.95 correct 
assignment decisions for FS, PAR and GRAND 


Microsatellites 

SNPs (100 fish 


(100 fish sampled per 

sampled per 


commercial operation) 

commercial operation) 

FS 

Number of 

75 

400 

markers 

Cost 

9,000.000 

4,800,000 

PAR 

Number of 

15 

75 

markers 

Cost 

135,000 

135,000 

GRAND 
Number of 

50 

200 

markers 

Cost 

45,000 

36,000 

Cost of genotyping SNP= 1 unit, cost 

of genotyping micro- 

satellites = 5 units. 
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Hayes et al., (2005) demuestra que la mejor estrategia en funcion de los numeros de 
marcadores es PAR, el seguimiento a parentales directos con 15 SSR y 75 SNP's. Mientras 
que las estrategias FS y GRAND requieren de un mayor numero de marcadores, asi como una 
estrecha relacion con el costo de seguimiento y genotipiado. 

Otros estudios, demuestran que para poblaciones silvestres y de cultivo se requieren 
entre 16 y 20 microstellites o 100 SNP's para determinar un emparentamiento total o caso 
contrario que no exista relacion entre las muestras. Sin embargo es importante recalcar que 
los marcadores tipo SSR son mas informativos por el numero de alelos por locus, mientras que 
los SNP's tienen maximo dos alelos por locus, lo que implica una relevancia sustancial en el 
uso de los mismos, es decir que por cada SSR en la estrategia GRAND se requeriran 3 SNP’s. 

8. HERRAMIENTAS GENETICAS PARA LA TRAZABILIDAD 

La identificacion basada en caracteristicas morfologicas y organolepticas es compleja 
durante el proceso de elaboracion de productos de la acuicultura, por ese motivo las 
herramientas moleculares y proteomicas son necesarias para la trazabilidad genetica de 
productos acuicolas (Pinero et al., 2003). 

En los centros de crianza en paises nordicos, los escapes de jaulas en mar abierto son 
frecuentes, y estimar la procedencia de peces recapturados y su posterior utilizacion en 
programas de reproduccion es importante, en especial con especies nativas de alto valor 
comercial. En Noruega se han realizado varios estudios con el bacalao del Atlantico. Glover & 
Dahle (2010), utilizan 7 SSR para ubicar el gen PAN de poblaciones naturales y estimando un 
nivel alto de asignacion (75%), pudieron detectar la identidad del producto. Bajo estas 
caracteristicas se detectaron grupos de fugados (peces) procedentes de jaulas especificas, 
mientras que otros grupos de individuos tenian otra procedencia. 

La determinacion de la procedencia geografica es una demanda del sistema de 
trazabilidad de los alimentos de importacion y exportacion. Una hipotesis de rastrear el origen 
de un producto es mediante el analisis de una manera global, a las comunidades de bacterias 
de las muestras de alimentos despues de su exportacion. Para tal efecto, las tecnicas 
moleculares que emplean perfiles 1 6S ADNr generados por PCR-DGGE se utiliza para detectar 
la variacion en las estructuras de la comunidad bacteriana en peces como el Pangasius. 
Cuando los perfiles de 16S ADNr fueron analizados se detectaron distintas comunidades 
microbianas. Los perfiles de grupos bacterianos de peces son diferentes en todas las granjas y 
especificas para cada lugar y puede ser utilizado como codigo de barras para certificar el 
origen de los peces. Bajo este comportamiento tambien pudieron identificar la temporalidad y 
sitio de produccion. Algunas bandas comunes presentan un comportamiento estable a lo largo 
de las estaciones. Este metodo es una herramienta de trazabilidad que establece nuevos 
productos de la pesca con un codigo de barras unico y permite rastrear el pescado a su 
ubicacion original. (Le Nguyen & Ngoc et al., 2008). 

Varios problemas detectados por la sustitucion de especies acuaticas a nivel global se 
han detectado, y en especial en Europa, con niveles de falsificacion en peces del 15 -43%, 
mientras que en productos marinos y especfficamente en moluscos, en el orden del 75%. 
Diversas tecnicas para la identificacion han sido desarrolladas, y concretamente a partir de 
ADN mitocondrial, en donde se codifica genes para citocromo b y citocoromo c oxidasa sub 
unidad I, y que son secuencias altamente conservadas, que pueden ser rastreadas, y 
considerarse una muestra de codificacion de barras por especie. En la actualidad, se 
encuentran disponibles estos codigos de barras para especies principales como pequenos 
peces pelagicos, pargo, tilapia, escombridos, bivalvos y salmonidos (www.fishbol.org ). El 
tiempo utilizado para la deteccion de la especies varfa de 2 hasta 8 horas por muestra, lo que a 
un nivel de confianza del 95 %, se puede detectar y determinar la especie de origen. Sin 
embargo la problematica puede estar determinada por la presencia de alelos nulos y la falta de 
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informacion genica y por consiguiente la oportunidad de detectar la originalidad del producto de 
poblaciones naturales. Estos codigos de barras han sido utilizados en Japon con Eriocheir 
japonica sinensis, el cual ha sido sustituido en China con E. j. hepuensis. Para la discriminacion 
de especies y sub especies desarrollaron marcadores tipo (SNPs) de dos secuencias genicas, 
permitiendo la confirmacion de 17 sitios para Citocromo b y 11 sitios para secuencias COI. 
Estos marcadores fueron validados para estas especies. (Heiberg & Morrison, 2010; Botti & 
Griffa, 201 0; Zhang & Tang, et al. , 2009) 

El Abulon rojo Haliotis rufescens, ha sido estudiado desde una perspectiva de genetica 
de poblaciones. Gaffeney et al.,(1 996) y Burton & Tegner, (2000) encontraron evidencia de una 
pequena diferencia entre las poblaciones de esta especie, en locus alozima AAT-1; mientras 
que en otro locus de alozima y secuencias de mtDNA no encontraron diferencias significativas. 
De igual manera no se encontraron diferencias entre las poblaciones de H. rufescens del node 
de California con respecto a las poblaciones del sur de California en un locus detectado por un 
SSR sencillo. El nivel de diferenciacion del loci (alozima) es tres veces mas alto en Abulon 
negro (H. Cracherodii ) que el observado en H. Rufescens. Ambas especies difieren en su 
periodo de reproduccion y se sugiere que en verano limita su dispersion larval y reduce la 
varianza en condiciones oceanograficas en comparacion al Abulon rojo, el cual desova 
constantemente durante el ano. (Hamm, 2000). De esta manera se experimenta mayor 
exposicion a las condiciones oceanograficas, ocasionando una divergencia en su genetica 
poblacional. Tegner, (1993), menciona este efecto, para explicar la recuperacion rapida de 
poblaciones de Abulon rojo en relacion a otras especies de Abulon predominantes en esa zona 
y frente a la destruccion de bancos de macro algas en la peninsula de Palos Verdes. 

Existe evidencia que poblaciones de abalones han sufrido cambio en la composition 
genetica debido a la propagation de la semilla artificial. Las Alienzimas utilizadas como 
marcadores, son efectivas para la rastreabilidad de poblaciones provenientes de la produccion 
de semilla natural y actividades de repoblamiento. Estas herramientas son de gran utilidad 
junto con un adecuado monitoreo de las practicas de manejo de reproductores para una buena 
implementation de programas de produccion comercial y repoblamiento. (Gaffney et al., 1996) 

En Chile, el uso de herramientas moleculares para propositos de trazabilidad, han 
generado resultados satisfactorios en moluscos. Aguilera et al., (2008) analizo cinco especies 
de moluscos comerciales chilenos mediante marcadores moleculares tipo ITS, para secuencias 
parciales de la region ribosomal ITS1-5.8 SrDNA-ITS2. Se analizaron 8 especies de moluscos, 
5 presentaciones comerciales y 3 especies procesadas. En todos los casos se pudo amplificar 
bandas, siendo altamente especfficos en todos los casos y reproducibles independientemente 
de la presentation comercial. La presencia de fraude por sustitucion de especies entre Abulon 
en conserva (Haliotis) y loco (Concholepas) es uno de los temas importantes, que se pudo 
resolver en esta investigation. En la region ITS 2 para la especies de H, rufescens, demuestran 
que el tamano del alelo es de 390 pb, en comparacion con el murfcido (loco) con 520 pb. 

Giovambattistta (2001) indica que el uso de una baterfa de marcadores moleculares 
altamente polimorficos, con herencia mendeliana simple y alelos de tipo codominante 
(microsatelites) puede resolver casos de paternidad discutida y procesos de trazabilidad. 
Analisis estadfsticos de microsatelites con una probabilidad cercana a la unidad demuestran 
que el analisis de polimorfismo del DNA es una herramienta de utilidad para resolver 
identification individual. Esta tecnica es util en el seguimiento de programas de mejoramiento 
basados en selection familiar para comprobar el manejo adecuado de cruces. 

El uso de ESTs para desarrollo de marcadores tipo microsatelite ha sido demostrado 
previamente. Yue et al., (2004) identifica 36 nuevos microsatelites para la carpa comun 
(Cyprinus carpio) obtenidos en genes depositados en GenBank, en secuencias EST 
desarrolladas de librerfas de cDNA y librerfas genomicas enriquecidas con repeticiones de CA. 
El mismo autor menciona que todos, excepto dos, fueron polimorficos con un numero promedio 
de 7.3 alelos /locus. Microsatelites localizados en genes y en ESTs muestran alto numero de 
alelos comparados con aquellos aislados de una librerfa genomica de DNA (7.7/locus vs 
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4.9/locus). Se demuestra que existe una tasa de transferencias del 41.7% inter - especie, con 
la carpa silvestre (Carassius auratus gibelio). 

Para mapear el siluro de canal (Ictalurus punctatus)se escogio y secuencio 
aleatoriamente 100 cDNA de una biblioteca de pituitaria de la misma especie. Las secuencias 
EST se utilizaron para disenar primers y amplificar los DNA genomicos de: siluro de canal y 
siluro azul (I. furcatus). Los productos de PCR de ESTs se analizaron para determinar 
polimorfismo. Once marcadores polimorficos de EST se identificaron. Cinco de los 11 
marcadores de EST eran de genes conocidos y los otros seis eran de ESTs no identificados. 
Siete ESTs se asociaron a secuencias de microsatelites. El analisis de secuencias de genes 
del siluro de canal indica alta influencia en secuencias codantes (exones), demostrando su 
expresion en proteina ribosomal y hormonas (Liu et al., 1999). 

Los microsatelites genomicos son ampliamente utilizados y proveen una alta calidad en 
los datos, pero generalmente la alta especificidad de primers no pueden ser utilizados a nivel 
taxa, con otras especies. En cambio los marcadores basados en ESTs o intrones pueden 
proveer amplia informacion sobre polimorfismo nuclear usando “primers universales”, altamente 
transferibles entre especies cercanas. Generalmente son polimorficos, algunas veces 
hipervariables, de naturaleza codominantes y en el caso de intrones se presume selectividad 
neutral. Al igual que los microsatelites genomicos, los EST-SSRs y los EPICs, son facilmente 
amplificables por PCR, se visualizan en geles de poliacrilamida, y en gran numero pueden ser 
obtenidos a bajo costo cuando existe informacion previa depositada en los bancos de 
secuencias geneticas (Palumbi y Baker, 1994; Bierne et al., 2000; Touriya et al., 2003). 

SSR desarrollados a partir de EST para Haliotis discus hannai fueron desarrollados. 
Motivos de repeticion fueron encontrados en 4,95% de EST, a una frecuencia de repeticion de 
10.04 kb de secuencias EST. 17 marcadores fueron desarrollados. El numero de alelos por 
locus vario de 2 a 17 con un promedio de 6 a 8 alelos por locus. La heterocigocidad esperada y 
observada fue de 0,132 y 0,922. Doce de los 17 marcadores, amplificaron para H. diversicolor, 
es decir un 70,6% de respuesta. Se realizo el seguimiento en 3 grupos familiares para Haliotis 
discus hannai, teniendo la segregacion de 17 loci, pero tambien se identificaron la presencia de 
alelos nulos. Bajo estas caracteristicas EST - SSR, es una herramienta importante para mapeo 
genetico, seleccion asistida, estudios de evolucion y seguimiento de poblaciones locales. Es 
importante mencionar que en este trabajo se proceso 1476 secuencias genicas, las cuales se 
encuentran disponibles en Gen Bank y existen disponibles para Haliotis 4500 secuencias. (Li Qi 
et al., 2010). 

En el trabajo de Touriya et al. (2003), desarrollo cinco pares de primers para regiones 
conservadas de exones flanqueando intrones de interes. Se probaron en 16 especies marinas 
y peces de agua dulce, reptiles y mamiferos (humanos y camelidos). El objetivo de este estudio 
fue demostrar el grado de universalidad de primers intronicos. Para peces, la tasa de exito en 
la amplificacion fue del 93%, ademas, se compararon muy bien con marcadores moleculares 
desarrollados para otras especies, especialmente polimorfismo. La mayoria de fragmentos 
tuvieron longitudes entre 100 y 1000 bp. Las amplificaciones mostraron perfiles capaces de 
discriminar especies y para estudios intra-especificos. Otro estudio en peces, Hasson, (2002) 
demostro que de 17 intrones, 14 (82%) son polimorficos, con un tamano de 2 a 14 alelos. Liu, 
(2003) determina que las secuencias intronicas en Ictalurus punctatus, son altamente variables 
y contienen microsatelites. En ese trabajo de 50 secuencias evaluadas 42 (84%) productos 
amplificaron, y 19% incluye secuencias con microsatelites. Estudios en maiz y avena 
demuestran que el 46 y 58% de marcadores intronicos son polimorficos para cada especie 
(Holland et al., 2001). 

9. DISCUSION 

A medida que el comercio mundial y el mercado de productos del mar crece, tambien se 
generan varios problemas relacionados a la trazabilidad y que son: nivel de sustitucion de 
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especies de alto valor comercial por otras, cambios de nombre, etiquetado incorrecto, 
seguridad comercial, industrial y de prototipos, falencias en las certificaciones nacionales y en 
varios casos de las internacionales. Muchos de estos problemas se deben basicamente a la 
falta de leyes que regulen el comercio de especies, y sin considerar el riesgo por la 
transferencia de enfermedades, toxinas y sobre todo, por la sostenibilidad que representan 
estos riesgos para una empresa. Se tiene conocimiento de la produccion de abulones hibridos 
entre especies americanas y especies exoticas como el abulon verde (Haliotis discus hanai). 
Esta produccion, sin control de hibridos, puede ocasionar problemas de nuevas 
enfermedades, como el caso del virus herpes en Australia, producto en principio, por la 
hibridacion entre el blacklip abalone (Haliotis rubra) y el greenlip abalone (Haliotis laevigata) 
Lozano, 2010 (comunicacion personal). Cabe destacar, la debilidad en los controles internos de 
cada granja, en donde los puntos crfticos estan en cada una de las actividades en los procesos 
y la especificidad y sensibilidad de las tecnicas utilizadas. Un aspecto trascendente dentro del 
analisis se basa en la falta de informacion genetica en todos los componentes vivos, desde las 
poblaciones de origen, asi como, de las generaciones producidas. (Jacquet & Pauly ,2008). 

Dentro de una posible tendencia comercial en America, esta el traslado de capital 
Chileno a Mexico para la inversion en el cultivo de abulon, debido a la ventaja comparativa de 
costos de produccion, asi como la disponibilidad de cuatro especies nativas, (Haliotis 
cacherodii, Haliotis rufescens, Haliotis fulgens y Haliotis corrugada), las cuales tienen un 
mayor valor comercial que las especies cultivadas. Este posible crecimiento de la Industria, 
pudiese tener un impacto en las poblaciones naturales de America, por lo que la trazabilidad 
mediante marcadores moleculares es una herramienta indispensable como fortaleza de un 
proyecto. 

En esta investigacion bibliografica presentamos tecnologias que se pueden implementar 
en la industria como estrategias confiables para la trazabilidad de poblaciones naturales y de 
cultivo para abulon rojo. Cabe destacar que mucho trabajo en esta especie no esta 
desarrollado y la disponibilidad de marcadores que cumplan todas las exigencias con un nivel 
de confianza elevado para el seguimiento de poblaciones es escasa, asi como para el apoyo 
de trazabilidad en toda la cadena de produccion. 

Un enfoque importante que consideramos es, basicamente el desarrollo de 
marcadores moleculares de diferente indole como los EST - SSR e intrones, mediante el 
minado de datos y demostrado en el estudio de Li Qi, 2010. Un enfoque semejante ha sido 
utilizado en varias especies animales (Yue et al., 2001 ; Rohrer et al., 2002; Yue y Orban, 2002; 
Yue et al., 2004) y plantas (Kantety et al., 2002; Gupta et al., 2003; Woodhead et al., 2003; y 
otros). El desarrollo de marcadores moleculares en base a minado de datos, tiene ventajas por 
su accesibilidad y bajo costo, en comparacion con esfuerzos y procedimientos tradicionales 
como son las librerias genomicas para desarrollar marcadores tipo microsatelites. La 
exploracion de datos y busqueda de EST-SSR se realiza cuando disponemos de gran cantidad 
de secuencias con estas caracteristicas. Sin embargo, su uso a nivel taxa, donde el numero 
de secuencias EST es bajo o no esta disponible, requiere de grandes esfuerzos que permiten 
aislar microsatelites en librerias genomicas enriquecidas, debido a la naturaleza redundante de 
cDNA. 


Una ventaja teorica de marcadores SSR desarrollados a partir de secuencias EST es la 
alta transferibilidad entre especies relacionadas. Tambien, cabe recalcar la universalidad y 
transferibilidad de primers intronicos , que ha sido demostrada previamente en Teleostos con la 
amplificacion en 16 especies de peces marinos y agua dulce, ademas de dos mamiferos y un 
reptil (Touriya et al., 2003). 

Con la utilizacion de exploracion de datos en secuencias EST para plantas, se han 
identificado centenares de marcadores SSR en diferentes especies (Thiel et al., 2003). 
Aunque un numero exacto de EST-SSRS generados por exploracion de datos en secuencias 
ESTs publicamente disponibles, ha sido reportado previamente en cerdo (Rohrer et al., 2002), 
genetistas dedicados en genetica animal no han aprovechado la alta disponibilidad de 
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secuencias EST en bases de datos publicos. La disponibilidad de ESTs para diferentes 
especies animales es alta (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html) y 
combinado con el uso de un nuevo servicio en la web para busqueda de microsatelites y 
diseno de primers (http://hornbill.cspp.latrobe.edu.au/cgi-binpub/index.pl) (Robinson et al., 
2004), el aislamiento de SSR se vuelve muy simple. Para ilustrar este punto examinamos mil 
ESTs , cada una en tres especies diferentes (aves de corral Gallus gallus, cerdo Sus scrota y el 
salmon del atlantico (Salmo salar) se generaron primers EST-SSR en 6,8, 8,5 y 5,7% 
respectivamente. En el caso especial de Salmo salar, cuyo mapa de ligamiento comprende 64 
marcadores (Gilbey et al., 2004), para abril del 2004, hubo 87.982 secuencias EST depositadas 
en NCBI. Asumiendo una tasa de exito del 1% en el desarrollo de marcadores, alrededor de 
900 marcadores EST-SSR nuevos se podrian probar para polimorfismo y ligamiento. Los 
porcentajes de EST-SSRS en aves de corral, cerdo, salmon y camaron estan en el mismo 
rango y gama para plantas (Saha et al., 2003), lo cual senala una fuente importante de 
informacion util. Adicionalmente el diseno de marcadores tipo intron basados en homologias 
con genomios completos, como es el caso de D. melanogaster, Aphis mellifera o Anopheles 
gambiae podria generar cientos o probablemente miles de marcadores utiles para especies 
poco estudiadas desde el punto de vista genetico como el Haliotis rufescens. 

Este trabajo permite como alternativa proponer, que una aproximacion de bajo costo 
mediante minado de datos y comparacion de homologias, podria ser util para la generacion de 
marcadores codominantes tipo EST-SSRs, EST-SSCPs e intrones para Haliotis rufescens. La 
implementacion de estas tecnicas a escala mayor, abre interesantes Ifneas de investigacion 
con presupuestos manejables localmente. 
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